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Seznam pouzitych zkratek

ANN - artificial neural network, uméla neuronova sit’

CAHS — cytoplasmic abundant heat soluble proteins, teplem rozpustné proteiny
hojné v cytoplazmé

CNN — convolutional neural network, konvolué¢ni neuronova sit’

HSP — heat shock proteins, proteiny teplotniho Soku

INAs — ice-nucleating agents, led tvofici ¢astice

LD50 — koncentrace, pti které dochazi k thybu 50 % jedincii

LT50 — teplota, pti které dochazi k uhynu 50 % jedinci

LEA — late embryogenesis abundant proteins, proteiny hojné pii pozdni
embryogenezi

ROS - reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

SAHS — secretory abundant heat soluble proteins, teplem rozpustné proteiny hojné

v sekretech



1. Uvod

Zelvusky jsou mikroskopiéti Zivogichové, kteti obvykle nepiesahuji délku 1 mm. Vyskytuji
se po celém svéte ve vodnim 1 suchozemském prostiedi, nicméné vSechny druhy jsou zavislé
na piitomnosti vody, ztoho divodu se suchozemské zelvusky wvyskytuji prevazné
na mechorostech a liSejnicich. Jejich vyjimecnost spociva predevsim v toleranci
k extrémnim podminkam. BéZnou adaptaci vyskytujici se u t€chto zivocichu je kryptobioza,
oznacovana jako vratny ametabolicky stav vyvolany nepfiznivymi podminkami prostiedi.
Typicky rozezndvame Ctyfi druhy fyzikalnich stresort, které vyvolavaji razné typy
kryptobidzy: dehydratace (anhydrobidza), nizké teploty (kryobidza), nedostatek kysliku
(anoxybioza) a vysoka koncentrace soli (osmobidza) (Mebjerg et al., 2011). Diky témto
adaptacim jsou zelvusky ve védé vyuzivany jako modelové organismy pro studium

rezistence.

Neuronové sité patii mezi vypocetni modely umélé inteligence, jejichz vlastnosti je
mimo jiné obrazova analyza, kterd jim umoziiuje detekovat dany objekt a zatadit ho do urcité
kategorie. Diky tomu maji neuronové sité wvyuziti v biologickych oborech, kdy
zprostiedkovavaji  napfiklad automatickou identifikaci riznych typll  bunék
z mikroskopickych snimkt na zaklad¢ jejich morfologie (Kusumoto & Yuasa, 2019). Této
vlastnosti by mohlo byt vyuzito i v pfipad¢é experimenti zabyvajicich se studiem odpovédi
zelvusek na stresové faktory. Pii experimentech je nezbytné pracovat s velkym mnozstvim
zvitat, coz je Casov€ narocné pro nasledné vyhodnocovani. Zavedenim neuronovych siti
do vyhodnocovaciho procesu, které by na zakladé morfologie Zelvusek rozpoznavaly mrtvé

a zivé jedince, by mohlo vyhodnocovani ¢asové usnadnit.



2. Cile prace

Vypracovat literarni reSersi na téma rezistence zelvusek ke stresovym faktorim

a neuronoveé siteé

Experimentalné otestovat rezistenci zelvusek druhu Hypsibius dujardini proti stresovym

faktoram

Anotace uc¢ebniho souboru pro neuronovou sit’ schopnou rozpoznévat zelvusky druhu

Hypsibius dujardini a jejich fenotypy

Optimalizace primert housekeeping a rezistenénich gent u Zelvusky druhu Hypsibius

dujardini
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3. Zelvusky

Tardigrada neboli zelvusky jsou mikroskopicti vodni zivocichové, ktefi dosahuji velikosti
od 0,05 do 1,5 mm. Kromé¢ moftskych a sladkovodnich prostfedi se mohou vyskytovat taky
na sous$i, pfedev§im v mechach a lisejnicich (Forster et al., 2009). Jsou k nalezeni
na stanovistich po celém svété od horkych pramenti az po ledovce. Druhy zijici ve vodé jsou
vetSinou prasvitné bilé barvy, zatimco suchozemské druhy byvaji barevné (zelené, hnédé,

zluté, oranzové, ruzové, Cervené, fialové nebo cerné) (Glime 2017). Jsou kmenem

mnohobunécnych zivo€icha s vysokou odolnosti vi€i enviromentalnimu stresu (Forster et

al., 2009).

Poprvé byly popsany v roce 1773 némeckym zoologem Johannem A. E. Goezem,
ktery je pojmenoval mali vodni medvédi. Nazvem Tardigrada (z latinského tardigradus),
pod kterym jsou zndmy dnes, byly pojmenovany v roce 1776 italskym ptirodovédcem
Lazzarem Spallanzanim pro sviij pomaly, zelvovity pohyb (Mebjerg et al., 2011, Nelson et
al., 2010). Zelvusky patfi do skupiny Ecdysozoa, nicméné stale neni jasné, zda je skupina
vice piibuzna c¢lenovcim (Arthropoda) a drapkovcim (Onychophora) nebo hlisticim

(Nematoda) a strunovcim (Nematophora) (Mgbjerg et al., 2011).

Zelvusky jsou proslulé svou schopnosti snaset riizné extrémni podminky véetnd
vysuseni, osmotického Soku a vystaveni vesmirnému vakuu a kosmickému zafeni (Mebjerg
& Neves, 2021). Od chvile, kdy byla prokazana jejich schopnost odolavat stresovym
faktorim spojenych s cestami do vesmiru, se v kombinaci s jejich relativné sloZzitou
strukturou a snadnym pozorovanim staly idedlnim modelovym organismem pro vyzkum
vesmiru. Tento taxon je proto nyni v centru pozornosti astrobiologli z celého svéta.
Na zaklad¢é navrha vyzkumnika bylo v poslednich letech uskute¢néno nékolik vesmirnych
programu zaméfenych na zelvusky. Jednim z prikladd je projekt TARDIS (tardigrada
in space), jehoz cilem bylo ovéfit, zda jsou zelvusky druhu Milnesium tardigradum
a Richtersius coronifer schopny ptezit podminky otevieného vesmiru. Experimenty ukazaly,
ze Zelvusky mohou piezit vystaveni kosmickému vakuu, ale pfidani faktord, jako je UV
slune¢ni zéfeni, ionizujici slune¢né zafeni a galaktické kosmické zéfeni vyrazné snizilo

jejich miru preziti (Weronika & Lukasz, 2017).
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3.1. Anatomie

Télo Zelvusek je bilaterdlné symetrické, rozdéleno do péti segmentii a 4 pari koncetin
zakonCenymi drapky (Weronika & et Lukasz, 2017, Nelson et al., 2010). Na prvnim
segmentu je hlava, nasleduji 3 trupové segmenty, znichz kazdy nese jeden par
nesegmentovanych nohou, a kaudalni segment se ¢tvrtym parem nohou sméfujicich dozadu,
jak je znazornéno na obrazku c¢islo 1 (Nelson et al., 2010). T¢lo maji pokryté pruznou
kutikulou, kterd mtze byt hladkd nebo pokrytd vybézky (Weronika & Lukasz, 2017).
Kutikula je dulezita pii taxonomickém rozpoznavani rodt a druhd, tvoii zaklad pro rozdéleni
zelvusek do dvou existujicich tiid Eutardigrada a Heterotardigrada. Tiida Heterotardigrada
zahrnuje ptredevsim moiské a obrnéné suchozemské zelvusky, zatimco Eutardigrada
se skladaji z neobrnénych sladkovodnich a ostatnich suchozemskych druhti. Obrnéné
zelvusky jsou takové, které maji zesilenou hibetni kutikulu rozd€lenou do jednotlivych
desek, které se mezi riiznymi rody a druhy liSi poctem a tvarem. U Heterotardigrad mohou

byt krom¢ kutikularnich desek na téle pfitomny dalsi vybézky jako vlakna, trny a papily.

Neobrnéné zelvusky maji tenkou hladkou kutikulu, kterd mlize byt vytvarovana, ale neni

rozdélena do desek (Nelson et al., 2010).

Obrdzek ¢. 1: Stavba téla Hypsibius dujardini pod rastrovacim elektronovym mikroskopem,
ventralni pohled na 4 pary nohou (A1-A4) a hlavu (B). Mé&fitko 10 um, ptevzato a upraveno podle
(Tenlen et al., 2013).

ZaZivaci systém maji pln€ vyvinuty a v zavislosti na druhu ptizpisobeny k pfijimani
potravy v podobé¢ tas, bakterii, bunék hub nebo malych bezobratlych, kterymi mohou byt
naptiklad vifnici, hlistice nebo i jiné zelvusky. Nervovy systém maji slozeny z mozku
Vv podobe¢ prstencti kolem ust a z bfi$niho fetézce se segmentovymi gangliemi (Weronika &

et Lukasz, 2017).
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Tréavici systém je tvofen prednim, stfednim a zadnim stievem, pfi¢emz stfedni i zadni
sttevo maji kutikularni vystelku. Zadni stfevo je rozdéleno na konec¢nik a kloaku. Stfedni
stievo tvofi nejvetsi ¢ast traviciho traktu. Eutardigrada maji rozsahlé stfedni stfevo a tii
osmoregulacni zlazy, oznaCovany jako Malfigiho organy. Heterotardigrada naopak mayji
lalo¢naté stiedni stfevo, ale postradaji osmoregulacni zlazy. Zadni stfevo piijima obsah
stiedniho stfeva a jeho hlavni funkci je iprava moci z Malfigiho organti (Nelson et al., 2010).

Jednotlivé organy jsou zndzornény nize na obrazku cislo 2.

Svalovy systém je slozen z dorsalnich a ventralnich podélnych vlaken, pii¢nych
svali pro pohyb nohou, styletovych svali, hltanovych a stfevnich svali a svala

pro vyprazdnovani a ukladani vajicek (Nelson et al., 2010).

Specializované dychaci a ob&hové systémy chybi, dychani tedy probihd skrze

pokozku. Cirkulaci zajiSt'uje pohyb tekutin coelomocytl v té€lni dutin€ pfi pohybu Zivocicha

(Nelson et al., 2010).

Obrazek ¢. 2: Zobrazeni rentgenového nanoCT snimku celého téla a organa Hypsibius dujardini
Vv dorzalnim (A), lateralnim (B) a ventralnim (C) zobrazeni. Zkratky: br —mozek, bt — bukalni trubice,
cg — drapové zlazy, cl — kloaka, es — jicen, mg — stfedni stfevo, mt — malphigiho trubice, oc — vnéjsi
spojovaci prvky, ov — vajeénik, ph — hltan, sg — slinné Zlazy, sc — zasobni bufiky, tg — kmenovy

ganglion. Mé¢titko 20 pum, pievzato z Gross et al., 2019.
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3.2. Ekologie

Vyskyt zelvusek je zaznamenan po celém svéte ve sladkovodnim, suchozemském i motrském
prostredi (Nelson et al., 2018). Nachazeji se na kazdém kontinentu v biotopech od horkych
prameni az po vrstvy pod ledem (Glime, 2017). VétSina popsanych druhti pochazi
ze suchozemskych prostiedi, nicméné vSechny zelvusky musi byt obklopeny vrstvou vody,
aby prezily (Nelson et al., 2018). Vodu potiebuji k nalezeni potravy, k dychani,
rozmnozovani a k pohybu (Miller 1997). Z toho divodu Ziji nejcastéji na mechorostech,
liSejnicich, tasach a dalSich rostlinach, na kterych se drzi vodni kapky. Druhy zévislé

na vodni vrstvé jsou nazyvany limnoterestrialni, tedy Zijici v suchozemskych biotopech,

ale vyzadujici vodu (Glime 2017).

3.3. Obranné mechanismy
Kromé vysychani, které pro Zelvusky obyvajici mechorosty predstavuje nebezpeci, miize byt
organismus vystaven napiiklad vysokym nebo nizkym teplotam, nedostate¢nému mnozstvi

kysliku a UV zéfeni. S malou schopnosti pohybovat se potfebuji jiny typ ochrany (Glime,
2017).

ey

Zelvusky jakozto vodni organismy Zijici na sousi si proto vyvinuly ochranné
mechanismy K pteziti, jako je dormance. Dormance muze byt dvou typi — diapauza
a kviescence. Diapauza je fizena endogenné, takze neni pifimo zpusobovana
enviromentalnimi faktory. Jeji ukonceni nemusi odpovidat obnoveni ptiznivych podminek
prostfedi. Naopak kviescence je fizena exogenné, je tedy pfimo vyvolavana nepfiznivymi
faktory prostfedi a je ukoncena azZ po jejich odeznéni. Nekteré organismy vcetné zelvuSek
jsou schopny extrémni formy kviescence nazyvané kryptobioza. Kryptobioza se pak déli
na anhydrobidézu, kryobiézu, anoxybidézu a osmobidzu. Diapauza Se projevuje
zapouzdienim, cyklomorfézou a tvorbou odolnych vajicek (resting eggs) (Guidetti et al.,
2011).

3.3.1. Kryptobidéza
Poprvé byla kryptobidza popsana v roce 1702 Anthonym van Leuwenhoekem, ale teprve
vroce 1959 byla Davidem Keilinem zavedena jako termin. Jedna se o reverzibilni

ametabolicky stav, ktery miize byt vyvolan nepfiznivymi podminkami, jako je naptiklad
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dehydratace a ochlazeni. V tomto stavu je organismus schopen pfezit neptiznivé podminky
s vynalozenim malého mnozstvi energie, metabolismus je extrémné snizen, nebo se Uplné

zastavi (Glime, 2017).

S kryptobidézou se muzeme setkat u dvou typl organismi. Za prvé se jedna
0 zivocichy a rostliny, kteti kryptobidézu provozuji pouze v ranych vyvojovych stadiich.
Jedna se napiiklad 0 spory bakterii a hub, semena vyS$ich rostli a larvy nékterych druha
hmyzu. Druhou skupinou jsou organismy, které mohou do kryptobiozy vstoupit v jakékoli
fazi jejich zivota. Tato Kkategorie zahrnuje nékteré bakterie a tfi skupiny

bezobratlych — vifniky, hlistice a zelvusky (Crowe & et Cooper, 1971).

3.3.1.1. Anhydrobioza

Nejbeéznéjsi formou kryptobidzy je anhydrobidza — stav dormace zptisobeny dehydrataci
(Glime, 2017). V tomto stavu mohou zelvusky zistat neaktivni béhem neptiznivych
podminek zpuisobenych nedostatkem vody, vysokou teplotou nebo zarenim. Kromé toho
jsou schopny pieckat i pisobeni riznych chemickych latek jako je ethanol, sirovodik a oxid
uhlicity (Weronika & et Lukasz, 2017). Anhydrobidza je obvykle omezena na zivocichy,
ktefi dosahuji délky krat§i neZz 1 mm, proto jsou nékteti bezobratli schopni dostat se do toho
stavu pouze béhem ranych vyvojovych stadii. Nicméné Zelvusky a vitnici obvykle dosahuji
velikosti mensi nez 1 mm a jsou schopni anhydrobiozy v jakékoli vyvojové fazi. Aby mohly

tento stav ptezit, musi vyschnout velmi pomalu (Glime, 2017).

Vstupu do anhydrobidzy predchazi ptipravna faze, béhem niz télo Zelvusky prochazi
fadou metabolickych a anatomickych zmén, které jsou nezbytné pro pieZiti nepfiznivych
podminek (Weronika & et Lukasz, 2017). Jakmile zacne dochézet k vypatovani vody
obklopujici Zivocicha, Zelvuska se stdhne, zatdhne hlavu a koncetiny a zaujme
charakteristickou nepohyblivou formu zvanou soudecek. Ztrati vétSinu vody (vice nez 95 %)
a siln¢€ snizi nebo az pozastavi sviij metabolismus (Nelson et al., 2010). Tato forma zmensuje
povrch pro odpafovani a tim zpomaluje ztraty kapalné vody (transpirace se sniZuje asi
050 %) (Weronika & et Lukasz, 2017). Ve formé¢ soudecku mohou zelvusky kromé
dlouhotrvajiciho sucha sndset také vystaveni toxickym chemikaliim, nizké teploty
pod bodem mrazu, vakuum, vysoky tlak, radiaci, extrémni pH, anoxii a vysoké teploty

(Mgbjerg et al., 2011).
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Pomalé vysychani je nezbytné kvili syntéze membranovych protektanti (Glime,
2017). Jakmile se z t¢la zelvusky odpafii veskera volna voda, za¢ne proces nahrazovani vody
vazané¢ na makromolekuly. Ztracend voda je nahrazena bioprotektanty, které chrani
makromolekuly jako jsou nukleové kyseliny a proteiny pied ztratou jejich spravné struktury
(Weronika & et Lukasz, 2017). Stejné jako hlistice a vifnici, nékteré zelvuSky
se na vysychani pfipravuji produkovanim disacharidii trehalosy a sacharosy. Tyto
disacharidy jsou spolecné s glycerolem vyuzity jako membranové protektanty. Nez vstoupi
do kryptobiotického stavu, musi byt tyto latky syntetizovany ze zasob glykogenu, coz

vyzaduje vySe zminéné piipravné obdobi (Glime, 2017).

Trehalosa a sacharosa chrani buriky a biomolekuly tim, Ze (1) nahrazuji vodu, ktera
je normalné vazdna na vodik, (2) podili se na tvorbé sklovité matrice
Vv cytoplazmé a (3) pomahaji pfi stabilizaci susené DNA (C. Wang et al., 2014). Nahrazeni
vody cukry brani radiaci z ionizace a zabranuje krystalizaci, coz zelvusky chrani béhem
mrznuti (Glime, 2017). Trehalosa vSak neni lékem na vSechny efekty vysychani. Vysoké
teploty a vlhkost vzduchu mohou vést k jejimu zni¢eni (Glime, 2017). Mnozstvi trehalosy
zjisténé u zelvusek (az 2,3 % susiny) je mnohem niz§i ve srovnani s mnozstvim zjisténym
ujinych anhydrobiotickych organismi, jako jsou embryonalni vajicka (cysty) korysu
Artemia (asi 15 % susiny) a larvy afrického komara Polypedilum vanderplanki Hinton (asi
20 % suSiny). Zda se proto nepravdépodobné, Ze by akumulace trehalosy ptedstavovala
jedinecny biochemicky mechanismus, ktery zelvuSkam umoziiuje tolerovat extrémni

vysuSeni (Guidetti et al., 2011).

Dal$imi molekulami, které se podileji na ochran¢ bunék Zelvusek béhem anhydrobidzy
jsou proteiny teplotniho Soku (HSP), proteiny hojné pii pozdni embryogenezi (LEA), teplem
rozpustné proteiny hojné v cytoplazm¢ (CAHS), teplem rozpustné proteiny hojné
v sekretech (SAHS) a akvaporiny (Weronika & et Lukasz, 2017).

HSP pravdépodobné funguji jako molekularni chaperony a mohou napomahat skladani
nove syntetizovanych proteini, kontrolovat jejich kone¢né intracelularni umisténi, chranit je
pfed denaturaci spojenou se stresem a napomahat renaturaci (Weronika & et Lukasz, 2017,

Mobjerg et al., 2011).

Proteiny LEA maji podobnou funkci jako trehalosa, ale kromé ochrany bunécnych

membran a proteinti mohou pusobit také jako hydrataéni pufr a sekvestrovat ionty. Mohou
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byt také zodpovédné za ochranu bunécné struktury prostfednictvim renaturace neslozenych

proteini (Weronika & et Lukasz, 2017).

Proteiny CAHS a SAHS pravdépodobné tvoii molekularni stit v podminkach nedostatku
vody. Akvaporinové proteiny mohou hrat mensi roli pfi anhydrobidze tim, ze dolad'uji

transport vody a vyrazné zvysuji propustnost membran (Weronika & f.ukasz, 2017).

3.3.1.2. Osmobidza

Dalsi formou kryptobidzy je osmobioza, kterd umozituje nékterym druhiim tolerovat slana
prostiedi. Nastava v ptipadé, kdy je koncentrace vné&jsi soli vyssi nez koncentrace uvnitf
organismu. Stejné jako u anhydrobidzy dochazi k tvorbé soudecku. Osmobidza se nicméné
nepovazuje na nezbytnou, protoze nékteré druhy ZelvuSek maji sami o sobé vysokou

toleranci vuci osmolarité (Glime, 2017).

3.3.1.3. Anoxybioza

Specidlnim piipadem kryptobidzy je anoxybidza. Tento stav dormace umoziuje Zelvuskam
ptezit nedostatecné mnozstvi kysliku. Na rozdil od piedchozich dvou typd, pii anoxybidze
nedochazi k tvorbé soudecku. Nedostatek kysliku vede k porucham osmoregulace, coz ma
za nasledek nadbytecnou absorpci vody. Zelvuska se stava opuchlou, nepohyblivou a mé

dokonale bilateralné symetrické télo (Glime, 2017).

3.3.1.4. Kryobioza

Kryptobidzou, ktera Zelvuskam umoznuje piezit vystavovani teplotam pod bodem mrazu je
kryobioza. Tento druh rezistence je uskute¢iovan fizenym zmrazenim a umoziuje
limnoterestrialnim druhtim obyvat polarni oblasti (Glime, 2017, Nelson et Guidetti 2010).
Béhem kryobidzy Zelvusky zaujimaji formu soudecku, kterd vSak neni nutnd pro preziti,
protoze zelvusky jsou na rozdil od vétSiny ¢lenovci tolerantni vii¢i mrazu. Schopnost snaSet
tyto podminky vyZzaduje bud’ toleranci mrznouci vody v téle, nebo mechanismus, ktery

snizuje teplotu bodu mrazu (Glime, 2017).

Tolerance vuc¢i mrazu je umoznéna diky led tvoficim ¢asticim (ice-nucleating agents;

INAS), které zabranuji nitrobunéénému zmrazeni (Glime, 2017). Led tvoficimi ¢asticemi
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mohou byt proteiny nebo lipoproteiny o molekulové hmotnosti 74-800 kDa, které jsou
umistény vné bunék. Tyto Castice vyvoldvaji heterogenni nukleaci ledu a mrznuti
pii teplotach mezi -5 °C a -10 °C. Teplotu, pfi které dochdzi k tvorb¢ ledu urcuje velikost
proteinu. Vysledkem je pomalé fizené mrznuti extracelularni tekutiny, které ma za nasledek

snizeni osmotického Soku (Wright, 2001).

Snizeni teploty bodu mrazu obstaravaji kryoprotektanty. Tyto latky mohou byt
rozdélené do dvou skupin: nizkomolekularni kryoprotektanty a hysterezni proteiny. Mezi
nizkomolekularni kryoprotektanty patii naptiklad glycerol, sorbitol, glukosa a trehalosa.
Tato skupina mé schopnost snizovat bod tani. Hysterezni proteiny se vazou na krystaly

a brani tak naslednému rustu ledu (Wright, 2001).

3.3.1.5. Teplota

Zelvusky v kryptobiotickém stavu vykazuji vysokou odolnost vii¢i extrémné vysokym
i nizkym teplotam. Napiiklad u druhu Adorybiotus coronifer byly studovany ucinky
dlouhodobého vystavovani vysoké teploté a bylo zjiSténo, Ze zatimco Zivocichové neptezili
60minutové vystaveni teploté¢ 100 °C, nedoslo téméf k Zddnému narGistu imrtnosti, dokud
teploty nepiekroCily 70 °C, LT50 (teplota, pti které je pozorovana 50% tmrtnost)
pro experimentalni vzorek byla ptiblizné¢ 76 °C (Ramlev & Westh, 2001). V jiném
experimentu bylo prokazano, ze Eutardigrada druhu Macrobiotus hufelandi ptezily
nékolikaminutové vystavovani teplotam 120-125 °C (Wright, 2001). V aktivnim stavu jsou
zelvusky v zdvislosti na druhu a experimentalnim pfistupu citlivé na vysoké teploty

s odhadovanymi hodnotami LT50 v rozmezi 29-37 °C (Mgbjerg & Neves, 2021).

Co se tyce nizkych teplot, bylo zjisténo, Ze vysusené zelvusky riznych druhti prezily
ponoieni do kapalného vzduchu (-190 °C) po dobu 21 mésici, do kapalného dusiku (-253 °C)
po dobu 26 hodin a kapalného helia (-272 °C) po dobu 8 hodin. Spojitost mezi anhydrobiézou
a teplotami blizkymi absolutni nule dokazal také Becquerel, kterému se podafilo oZivit

jedince po vystavovani teploté -272,8 °C (Rebecchi et al., 2007).

V roce 1995 Semme a Meier pozorovali vysoky stupeil preziti u nékterych druht
antarktickych zelvusek po 8 letech v -22 °C, zatimco u jinych antarktickych druht
(Diphascon sp. a Diphascon sp. Hypsibius cf. Dujardini) bylo pozorovano pteziti pii -80 °C
po dobu 6 let a 2 mésicu. V roce 2001 byly uchovavany vyschlé suchozemské druhy

nasbirané v mirném podnebi pfi teploté -80 °C. Mira preziti Richtersius coronifer a R.
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oberhaeuseri pfi této teploté byla po 3 a 6 letech velmi vysoka (95 %). Oproti tomu mira
schopnosti hydratovanych Zelvusek ptezivat pfi nizkych teplotich je omezena na kratka
obdobi a klesa s dobou trvani vystaveni nizkym teplotam (Wright, 2001). Ramlev a Westh
zjistili, ze hydratované exemplaie R. coronifer pteziji ochlazeni na -196 °C po dobu
15 minut, ale jejich zivotaschopnost klesa pfi rychlejsim ochlazovani (Ramlev & Westh,

1992).

3.3.1.6. Oxidacni stres

Prestoze kyslik predstavuje pro vétSinu organismi nezbytnou slouc¢eninu pro Zivot, miize
mit tento prvek i Skodlivé ucinky. Nastava tak v ptipadé, kdy dojde k nerovnovaze mezi
nadmérnou produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) a omezenym plsobenim

antioxidacnich obrannych latek, vysledkem této nerovnovdhy je tzv. oxidacni stres

(Rebecchi, 2013).

Mezi ROS patii volné radikaly kysliku jako je naptiklad singletovy kyslik (*Oy),
superoxid (O2), nebo hydroxylovy radikal (*OH). Jedna se o atomy nebo molekuly
S neparovym elektronem, ktery miize byt rychle odevzdan, coz z nich ¢ini vysoce reaktivni
molekuldrni formy. Peroxid vodiku neni volnym radikalem, ale fadi se mezi ROS a je
schopen vyvolat oxida¢ni stres. Pisobenim ROS miize dochazet k denaturaci proteinti
a enzymdi, poskozeni nukleovych kyselin a peroxidaci lipidl, ktera zpusobuje sniZeni
tekutosti biologickych membran, coz naruSuje jejich propustnost béhem rehydratace

(Rebecchi, 2013).

Anhydrobiotické organismy vyuZivaji dva zplisoby obrany proti oxida¢nimu stresu, jedna
se o metabolickou kontrolu procesti produkujicich i spotfebovavajicich energii a 0 obranu
pomoci antioxidanti. Obrana pomoci antioxidantdl sestava z intracelularnich
I extracelularnich molekul, které lze rozd€lit na primarni a sekundarni obranné mechanismy.
Slozky priméarni skupiny zabranuji oxida¢nimu stresu tim, ze zachyti ROS dfive, nez dojde
k poskozeni molekuly. Naopak slozky druhé skupiny jsou zastoupeny fadou enzymu, které
dochazet pouze v ptipad¢, kdy je k dispozici dostatecné mnozstvi vody, coz byva napiiklad
béhem vstupni a vystupni fdze anhydrobidzy. Mezi antioxidanty potiebné pro toleranci
vysychani u zelvuSek patii napiiklad glutathion, karotenoidy, peroxidazy, katalazy

a superoxiddismutazy (Rebecchi, 2013).
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3.3.2. Diapauza

Diapauza je bé€zna piedev§im mezi vodnimi druhy, ale setkavame se s ni 1 u nékterych
suchozemskych druhti. Zatimco kryptobidza je peclivé prostudovana, role diapauzi neni
u zelvusek pfili§ znama. Pravdépodobné se nejedna o nezbytnou soucast zivotniho cyklu, ale

slouzi pouze k pieziti nékterych neptiznivych podminek (Glime, 2017).

3.3.2.1. Zapouzdreni

Zapouzdreni bylo objeveno u nékterych zelvusek Zijicich ve sladkych vodach, v mechu nebo
v padé. Zelvusky v této formaci vykazuji smr§tény ovalny tvar zvany cysty. Cysty se mohou
liSit podle druh@ 1 v ramci druhu jednoho. V zapouzdieni mohou vydrZzet po dobu tydnt

nebo n¢kolika mésicu (Guidetti et al., 2011).

Faktory vyvoléavajici tvorbu cyst nejsou znamy, ale ptredpokladd se, ze se jedna
0 stresujici podminky jako je nedostatek kysliku, zména pH, kolisani teplot a zne¢isténi.
Cysty maji charakteristicky stazeny, ovalny tvar se silnymi kutikularnimi vrstvami. Pfi jejich
tvorbé dochazi ke slozitym morfologickym zménam, které zacinaji uvolnénim
sklerotizovanych casti bukalné-hltanového aparatu bez ztraty staré kutikuly. Nasledné

dochazi k postupnému syntetizovani dvou az tii novych kutikul (Nelson et al., 2015).

Zapouzdiovani je mnohem komplexnéjSi nez formace soudecku. Na rozdil
od anhydrobiotickych zelvusek, zapouzdieni jedinci nejsou odolni vi¢i suchu ani vysokym
teplotam, protoZe maji staly obsah vody. Pfesto mohou cysty pieZivat v pfirodé€ vice nez rok

ze svych zasob (Glime, 2017).

3.3.2.2. Cyklomorf6za

Cyklomorféza je cyklickou zménou morfologie a fyziologie, ke které dochdzi béhem

zivotniho cyklu u motskych zelvusek druhu Halobiotus crispae (Guidetti et al., 2008).

Proces cyklomorfozy se sklada ze tii fazi: aktivni faze, faze pseudosimplex 1 a faze
pseudosimplex 2. V prvni fazi je plné vyvinuty bukalné-hltanovy aparat a gonady. Faze
pseudosimplex 1 je téméf nepohybliva, vyskytuje se zde dvojita kutikula, ktera blokuje usta
a kloaku a bukalné-hltanovy aparat s gonadami jsou degenerované. Pseusodimplex 2 je
stadiem pohlavniho dozravani, jedna se o velmi aktivni stadium, kde se jiz nevyskytuje stara

kutikula a identifika¢ni znaky (Nelson et al., 2015).
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Cyklomorféza pravdépodobné souvisi s lokalitou, ve které se dana populace nachazi.
Naptiklad stadium pseudosimplex 1 je odolné vii¢i mrazu, coz je ziejmé adaptace na nizké
teploty v Gronsku a pravdépodobné umoziuje zivo¢ichiim snaset obdobi nedostatku kysliku
a tepelny stres béhem léta v Dansku. Cyklomorfoza mize komplikovat identifikaci, zejména

proto, Ze rozsifeni tohoto jevu neni znamo (Nelson et al., 2015).

3.4. Taxonomie

Doposud bylo popsano kolem tisice druhti zelvusek, které se déli do tiid Eutardigrada,
Heterotardigrada a Mesotardigrada. Do tfidy Mesotardigrada patéi pouze jeden
druh — Thermozodium esakii, ktery byl objeven v japonskych horkych pramenech. Lokalita
tohoto druhu byla vSak znicena béhem zemetieseni a protoze zadné dalSi vzorky nebyly
nikdy objeveny, povazuje se tfida za pochybnou. Zastupci tiidy Eutardigrada dosahuji délky
1 mm, obsahuji hladkou kutikulu a déli se do fadt Parachela a Apochela. Heterotardigrada
jsou mensi, délkou nepiesahuji 500 pm a jejich kutikula je velmi rdGznoroda.
Heterotardigrada obsahuji fad Arthrotardigrada, zahrnujici vétSinu motskych druht a tad
Echiniscoidea, ktery obsahuje pievazné suchozemské a par moiskych druht (Gross et al.,
2015).
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4. Neuronova sit’

V 50. letech 20. stoleti zacal vyvoj um¢lé inteligence, jejimz cilem je napodobit schopnost
lidského mysleni. Jednim z typ umélé inteligence je strojové uceni. Strojové uceni je proces
vyuzivajici algoritmy pro klasifikaci a identifikaci vzori z velkych soubord dat.
Mezi strojové uceni fadime naptiklad hluboké uceni vyuzivajici vicevrstvou neuronovou sit’,

ktera napodobuje strukturu lidského nervového obvodu (Kusumoto & Yuasa, 2019).

V roce 1943 neurolog Warren S. McCulloch a matematik Walter Pitts vydali ¢lanek
S nazvem ,,A logical calculus of ideas immanent in nervous activity®, ve kterém vysvétluji
zpisob fungovani neurond v mozku. Byli prvni, ktefi predstavili matematicky model
neuronu jako zékladni spinaci prvek mozku a polozili tak zdklady pro konstrukei umélych

neuronovych siti (ANN) (Ertel, 2017).

Neuronové sité jsou jednim z vypocetnich modeld pouzivanych v umélé inteligenci.
K vyvoji jejich trénovani piispélo v roce 2006 objeveni techniky zvané hluboké uéeni, diky
niZ je neuronova sit’ schopna fesit problémy na zdkladé uceni se z pozorovanych dat

(Nielsen, 2015).

4.1. Stavba neuronovych siti

Neuronové sit¢ jsou slozeny z velkého poctu vzajemné propojenych vypocetnich uzlt
oznacovanych jako neurony. Neurony tvoii vstupni vrstvu, skryté vrstvy a vystupni vrstvu,
pficemz se spole¢né uci ze vstupt, aby optimalizovaly kone¢ny vystup (SC. Wang, 2003,

O’Shea & Nash, 2015).

Pro objasnéni fungovani neuronovych siti je vhodné nejprve uvést pojem perceptron.
Jedna se o typ umélého neuronu vyvinuty v 50. a 60. letech 20. stoleti védcem Frankem
Perceptron piijima nékolik vstupt a generuje jeden vystup. Rosenblatt navrhl schéma
pro vypocet vystupu; zavedl vahy (weights) - realna cisla, ktera vyjadiuji dtlezitost
piisluSnych vstupl pro vystup. Kazdy neuron pfijima signaly od ptfedchozich neuronil
a kazdy pfijimany signal ma svou vahu. Pro kazdy neuron existuje kromé vah také tzv. bias
hodnota, ktera se pficita k vaham a ovliviiuje vystup. (Nielsen, 2015). Schéma neuronové

sité je znazornéno na obrazku ¢islo 3.
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Vstupni vrstva Skryta vrstva Vystupni vrstva

Obrazek ¢. 3: Schéma neuronové sité tvofené Ctyfmi neurony ve vstupni vrstve, tfemi neurony
ve skryté vrstve a jednim neuronem ve vystupni vrstvé. Pfijimané vstupni signaly jsou pies neurony

ve skryté vrstvé prenaseny k neurontim ve vystupni vrstveé a vysledkem je vystup (y).

4.2. Konvoluéni neuronové sité

Tato prace se zabyva predevSim konvolu¢nimi neuronovymi sitémi (CNN). Tento typ
neuronovych siti se stejné jako ANN sklada z neurond, které se samy optimalizuji uenim.
(O’Shea & Nash, 2015). Jejich vyuziti spo¢iva ptedev§im V rozpoznavani vzoru v obrazech,
kdy jsou schopny obraz zatadit do urcité kategorie. Slouzi také k detekci objekti, kdy systém
kromé zafazeni do kategorie obraz oznaci ohranicujicim rameckem (Li et al., 2021). Kromé¢
obrazové analyzy se pouzivaji i naptiklad Kk pfedpovédi pocasi a lze je naucit rozpoznavat

mluvenou fe¢ i ruéné psany text (Ertel, 2017).

CNN se tradi¢né skladaji ze tii typt vrstev; konvoluéni vrstvy, pooling vrstvy a plné

propojené vrstvy. Ve vstupni vrstveé se nachazi hodnoty pixeld obrazu (O’Shea & Nash, 2015).
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4.2.1. Konvoluéni vrstvy
Klicovou roli v CNN hraji konvolu¢ni vrstvy, které provadéji extrakci rysit pomoci
matematickych operaci zvanych konvoluce a aktivacni funkce. V digitalnich obrazech jsou

hodnoty pixelii ulozeny ve dvourozmérné miizce (Yamashita et al., 2018).

Konvoluce je typ operace, kdy se na vstup, kterym je pole ¢isel zvané tenzor, aplikuje
mensi pole ¢isel zvané jadro. V kazdém misté tenzoru se Vynasobi a nasledné sectou
odpovidajici hodnoty jadra a tenzoru. Vysledkem je hodnota na piislusné pozici vystupniho
pole zvana mapa rysu (feature map). Postup se opakuje pii pouziti vice jader, aby se vytvofil
takovy pocet map reprezentujicich riizné charakteristiky vstupnich tenzort, kolik je jader
(Yamashita et al., 2018). Princip konvolu¢ni operace je znazornén nize na obrazcich ¢islo
4ab.

D Vystup = (171) + (2°0) + (1*1) + (2°0) + (0"1) +
+(0*0) + (1*1) + (0*0) + (2*1) =5

st — N
e

[ S S/
[/ )/

Mapa rysu

Vstupni tenzor \

Obrazek ¢. 4: Vizualni znazornéni konvolucni operace s velikosti jadra 3x3. Na vstupni tenzor
(vlevo) je aplikovano jadro (uprostted) a v kazdém misté tenzoru je vypocitan prvkovy soucin mezi
kazdym prvkem jadra a vstupnim tenzorem, ktery se secte a ziska se vystupni hodnota v odpovidajici
pozici vystupniho tenzoru, tzv. mapa ryst (vpravo). Pfevzato a upraveno podle (Yamashita et al.,

2018).
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Vstupni obrazek  gonyolugni jadro

-1 -1 -1
-1 8 -1
-1 -1 -1

Obrazek ¢. 5: Detekce okraji pomoci konvoluce. Mapa ryst (vpravo) se zvyraznénymi okraji je
vysledkem konvoluce aplikované na ptivodni obrazek (vlevo). Prevzato a upraveno podle

(Goodfellow et al., 2016).

Vystupy konvoluce jsou piedany aktiva¢ni funkeci, z nichZ nejéastéji pouzivanou je
rektifikovana linearni jednotka (ReLU), kterd zméni zaporné hodnoty na 0 a kladné ponecha
beze zmény (Yamashita et al., 2018). Aktiva¢ni funkce se nachazi mezi dvéma vrstvami
a urcuje, ktera informace ma byt pfedana dalsimu neuronu. Kazdy neuron v neuronové siti
pfijima jako vstup vystupni hodnotu neuront z ptedchozi vrstvy a zpracovanou hodnotu

predava dalsi vrstvé (Li et al., 2021).

4.2.2. Pooling vrstvy

Po konvoluénich vrstvach nasleduji pooling vrstvy, které slouzi k redukci po¢tu parametrti.
Pooling vrstvy samy o sob& neobsahuji zadny ucici se parametr. Nejtradi¢néjsi formou
pooling operace je max pooling, ktera extrahuje oblasti ze vstupnich map ryst a z kazdé
oblasti ponecha pouze maximalni hodnotu. Druhym typem je global average pooling,

kdy dochazi k zprimérovani vSech prvki v kazdé mapé rysu (Yamashita et al., 2018).

4.2.3. PIné propojené vrstvy

Poslednimi vrstvami jsou takzvané pln€ propojené vrstvy. V prvni z plné propojenych vrstev
dochazi ke spojeni map ryst do jednorozmérného pole Cisel zvaného flatten. Tato vrstva je
dale pfipojena k jedné nebo vice pIlné propojenym vrstvam, v nichZ je kazdy vstup spojen

s ptislusSnym vystupem pomoci vah (Yamashita et al., 2018).

Nasleduje zavérecna klasifikace, kterd mulze byt provedena napf. pomoci funkce

softmax, ktera kazdé vystupni hodnoté z posledni vrstvy piifadi pravdépodobnost, s jakou
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se hodnota tadi do cilové tfidy. Pfitazené¢ hodnoty se pohybuji v rozmezi 0 az 1 a soucet
vSech hodnot je 1. Posledni z pln¢ propojenych vrstev ma obvykle stejny pocet vystupnich

neuront, jako je pocet vyslednych tiid (Yamashita et al., 2018).

4.3. Trénovani neuronovych siti

Uceni neuronovych siti se déli na uceni s ucitelem a uceni bez ucitele. Tato prace se zabyva
ucenim s ucitelem, coz je uceni pomoci pfedem zvolenych vstuptl, jejichz vytvofeni
vyzaduje lidsky zasah (O’Shea & Nash, 2015). Trénovanim rozumime proces optimalizace
parametrt jako jsou jadra a vahy (Yamashita et al., 2018). Nejéastéji pouzivanou metodou
pfi trénovani neuronové sité je algoritmus zpétného Siteni (back propagation algorithm).
Béhem trénovani je neuronové siti zadan soubor znamych vstupnich dat a je od ni
pozadovano, aby ziskala znamy vystup, pficemz jeji skutecny vystup je nasledn€ porovnavan
s ocekavanym vystupem. Na zdklad¢ jejich rozdilu se chyba (rozdil mezi ofekavanym
vystupem a skutecnym vystupem sité) Siti zpet z vystupni do skryté vrstvy a dale do vstupni
vrstvy, pfi¢emz se vahy mezi neurony upravuji tak, aby byla chyba minimalizovana. Tento
cyklus ptechodu od vstupu k vystupu a od vystupu ke vstupu se nazyva epocha. Sit’ prochazi
epochami tak dlouho, dokud se chyba nenachézi v rozmezi uréité tolerance (Shiruru, 2016).
Rozdilem mezi touto metodou a ucenim bez ucitele je piedevsim to, Ze V pfipad¢é ueni

bez ucitele trénovaci mnozina neobsahuje referen¢ni vystupy (O’Shea & Nash, 2015).
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5. Material a metody

5.1. Biologicky material a pouzité chemikalie
Pro experimenty byly pouzity Zelvusky druhu Hypsibius dujardini poskytnuty spole&nosti
Sciento. Zelvusky byly krmeny fasou Chlorella vulgaris IPPAS C-1, ktera byla poskytnuta

Institutem rostlinné fyziologie Ruské akademie véd.

Pti testovani rezistence zelvusek ke stresovym faktorm byla pouzita mineralni voda
Volvic (Volvic), Sytox green nucleic acid stain (Invitrogen), peroxid vodiku (Sigma-
Aldrich), azid sodny (Sigma-Aldrich).

Pro izolaci RNA ZelvuSek, nasledny prepis do komplementarni DNA a pro RT-PCR
byl pouzit RNeasy mini kit (Qiagen), high capacity cDNA reverse transcription kit (Thermo
fisher), SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Biorad), primery (Generi Biotech),
2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich), 96% ethanol, kapalny dusik.

5.2. Pristrojové a laboratorni vybaveni

Automatické pipety (Eppendorf)
Automaticky mikroskop CV7000 (Yokogawa)

e Centrifuga Jouan BR4I (Trigon-plus)

e Centrifuga Microstar 17R (VWR)

e High capacity cDNA reverse transcription kit (Thermo fisher)
e Inkubator Q-cell 2040/40 Basic+ (Pol Lab)

e Konické falkony 15 ml (SPL Life sciences)

e Kultivacni ldhve T300 (TPP)

e Mikroskop inverzni s fazovym kontrastem Olympus IX70 (Olympus)
e Mikrozkumavky pro PCR 0,2 ml (Biologix)

e Mikrozkumavka 1,5 ml (Eppendorf)

e Mikrozkumavka 2 ml (Eppendorf)

e Minicentrifuga D1008 (Dlab)

e NanoDrop 1000 (Thermo fisher)

e Oscilacni mlyn MM400 (Retsch)

e QIAxcel (Qiagen)
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e RNeasy Mini Kit (Qiagen)

e Sitovy filtr (Biologix)

e Sklenéné kulicky (Biovendor)

e Termocyklér C1000 Touch s nastavbou CFX96 Real-Time systém (Biorad)
e Tiepacka Vortex V-1 plus (Biosan)

e Ultrasonicka lazen (VWR)

e 384jamkové desky pro mikroskopii Cell Carrier Ultra (Perkin Elmer)

e 96jamkové desky (TPP)

5.3. Kultivace a odebirani zelvusek

Zelvusky byly kultivovany v kultivaénich lahvich obsahujicich mineralni vodu Volvic a fasu
Chlorellu vulgaris, ktera slouzi jako jejich vyziva. Povrch lahvi byl zdrsnén pomoci
piskového papiru, ¢imz se vytvotily ryhy, za které se v piipadé€ absence shlukt fas zelvusky

ptichytily. Lahve byly skladovany v inkubatoru pfi teploté 17°C.

Pt1 odebirani zelvusek bylo kultiva¢nimi lahvemi kratce tfepano, aby doslo k rozvolnéni
shlukt fas a naslednému prichyceni zivych Zelvusek na povrch lahve. Po tiepani byla lahev
ponechana ptiblizné 10 minut stat, béhem této doby se zivé zelvusky piichytily. Voda z lahvi
obsahujici fasy byla slita a lahve byly doplnény vodou novou. Nasledné bylo provedeno
dalsi tfepani lahvi, aby doslo k uvolnéni Zelvusek ze stén a médium bylo slito do kadinky.

Posledni krok byl nékolikrat zopakovan, aby bylo dosazeno vétSiho poctu zelvusek.

5.4. Testovani rezistence k stresovym faktortim

5.4.1. Teplota

Zelvusky byly vystavovany zvysené teploté pomoci termocykléru C1000 Touch s nastavbou
CFX96 Real-Time systém. Testovana teplota se nachazela v rozmezi od 36,5 °C do 39,5 °C.
Vzorky byly po 30, 60, 90 a 120 minutach po 50 ul pfeneseny do 384jamkové desky. Kazda
z jamek obsahovala v priméru 100 zelvusek v prvnim a 95 Zelvusek ve druhém provedeni
experimentu. Do jamek obsahujici vzorky zelvuSek bylo nasledné ptidano 50 pl
500x nafedéného barviva sytox green (fedéno mineralni vodou Volvic), ¢imz bylo dosazeno
finalniho fedéni 1000x. Sytox green je fluorescenéni barvivo, které se v piipadé poskozené

bunééné membrany vaze na DNA organismu interkalaci a umoziiuje tak detekci mrtvych
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organismi. Pro zelvuSky neni toxické a neovliviiuje jejich zivotaschopnost (Richaud &
Galas, 2018). Deska byla nasledn¢ zméfena pomoci automatického mikroskopu CV7000
ve svételném poli se 3 Z-stacky pii vinovych délkach 504/523 nm. Méfeni probihalo
kazdych 24 hodin po dobu 4 dnt. Experiment byl pro potvrzeni vysledkt zopakovan S nizsi
koncentraci sytoxu, kdy bylo k 50 ul Zelvusek ptidano 50 pl 2000x nafedéného sytoxu,
aby bylo dosazeno finalniho fedéni 4000x.

5.4.2. Peroxid vodiku

Z roztoku obsahujiciho Zelvusky bylo malé mnozstvi pieneseno do kadinky, kam bylo
pridano takové mnozstvi sytoxu, aby doSlo kjeho nafedéni 500%. Z kadinky bylo
do 384jamkové desky pieneseno 50 pl na kazdou jamku. Kazda z jamek obsahovala
Vv priméru 95 Zelvusek v prvnim a 52 zelvuSek ve druhém provedeni experimentu. Do desky
byla nasledné¢ pridana koncentra¢ni tada peroxidu vodiku, jehoz findlni koncentrace
se pohybovala v rozmezi 2.22x10° mM-5 mM (2xa 3x fedéna koncentra¢ni fada o zasobni
koncentraci 10 mM a linearné fedéna koncentra¢ni fada o zasobni koncentraci 8 mM).
Vysledné koncentrace peroxidu vodiku znazoriiuje tabulka ¢islo 1. Experiment byl proveden
v oktaplikatu. Deska byla dale méfena pomoci automatického mikroskopu CV7000
ve svételném poli se 3 Z-stacky pii vinovych délkach 504/523 nm Experiment byl
pro potvrzeni vysledki zopakovan s nizsi koncentraci sytoxu, kdy bylo k 50 pl zelvusek

ptidano 50 ul 2000x nafedéného sytoxu, aby bylo dosaZeno findlniho fedéni 4000x.

Tabulka ¢. 1: Finalni koncentraéni fada peroxidu vodiku.

Redéni 2x [mM] Redéni 3x [MM] Linearni fedéni [mMM]
5.00 5.00 4.00
2.50 1.67 3.50
1.25 0.56 3.00
0.63 0.19 2.50
0.31 0.06 2.00
0.16 0.02 1.50
7.75x1072 6.67x107 1.00
3.88x102 2.22x107 0.50
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5.4.3. Azid sodny

Roztok Zelvusek byl pfemistén do 384jamkové desky v objemu 50 ul na kazdou jamku.
Prvnich 6 sloupcti obsahovalo v kazdé jamce primérné 60 zelvuSek. Ostatni jamky byly

nafedéné Volvicem a obsahovaly v priméru 30 zelvusek.

V druhé destiCce byla pfipravena koncentratni fada azidu sodného. Findlni
koncentrace se pohybovala v rozmezi 1,51x10° uM — 49.60 uM (2x fedéna koncentra¢ni
fada o zasobni koncentraci 100 pM a 1,5x% fedéna koncentra¢ni fada o zdsobni koncentraci
40 uM). Do téze desticky bylo aplikovano barvivo sytox green o fedéni 1000%, 10 000x
a 100 000x. Obsahy jamek byly po 50 ul pfenaseny do desti¢ky obsahujici zelvusky. Deska
byla pomoci automatického mikroskopu CV7000 zmétena ve svételném poli se 3 Z-stacky
pii vinovych délkach 504/523 nm.

5.5. lzolace RNA

Z roztoku zelvusek byly pomoci sitového filtru odstranény fasy a vzorky byly inkubovany
po dobu 72 hodin pfi teplotach 4 °C, 17 °C (b&zna inkubacni teplota) a 30 °C. Experiment
byl proveden na populaci 5000-10000 jedincii na jeden vzorek. Pro kazdou ze tii vyse

uvedenych teplot byl pfipraven jeden vzorek.

Po inkubaci byl roztok Zelvusek pfenesen do 15 ml konické falkony a centrifugovan
pomoci centrifugy Jouan BR4I p#i 1000 G (2400 RPM) po dobu 5 minut. Supernatant byl
odstranén, zbyly sediment byl propipetovan a 1 ml pienesen do 1,5 ml Eppendorovy
zkumavky. Vzorek byl centrifugovan pii teplot¢ 24 °C 2 min/10 000 G v centrifuze
Microstar 17R a supernatant byl odstranén. Zbyly obsah zkumavky byl propipetovan
a pfenesen do 2 ml Eppendorovy zkumavky, ke vzorku byly pfidany 2 sklenéné kulicky
ocisténé v 96% ethanolu a vzorek byl zmrazen pomoci kapalného dusiku a homogenizovan
Vv oscilaénim mlynu po dobu 3 minut pii frekvenci 30 Hz/1 s. Ke vzorku byl ptidan lyza¢ni
pufr (soucast RNeasy Mini Kitu), ke kterému bylo vedoucim prace pied zahajenim izolace
ptidano 10 pl 2-merkaptoethanolu. Vzorek byl kratce zvortexovan, centrifugovan pomoci

minicentrifugy D1008, zvortexovan a vlozen na 5 minut do ultrasonické lazné.

Kizolaci byl nasledné¢ pouzit RNeasy Mini Kit a postupovalo se podle navodu
od vyrobce. Ziskana mediatorova RNA byla po zméfeni koncentrace piepsana do CDNA

pomoci High capacity cDNA reverse transcription Kitu.

30



5.6. RT-PCR
Do PCR stripti byly piidany 4 pl vody bez RNAzy, 2 ul cDNA, 10 ul SsoAdvanced

Universal SYBR Green Supermixu a 4 ul ptislusnych primerd (seznam pouzitych primert
je uveden v tabulce ¢islo 3). Zasobni koncentrace pouzitych primert ¢inila 10 pM,
po vytvofeni primerovych pari 1 uM a jejich zavérecna koncentrace ve findlni smési
200 nM. Mnozstvi cDNA pro kazdou reakéni smés se pohybovalo v rozmezi 4,5 — 5,5 ng/ul.
Nasledné byla provedena kvantitativni PCR s detekci v realném ¢ase pomoci Termocykléru
C1000 Touch. Reakce probihala ve 40 cyklech, na konci kazdého cyklu byla umoznéna
vizualizace produktu pomoci interkalacniho barviva SYBR green. Piehled teplot a dob trvani

pfi jednotlivych fazich je uveden v tabulce ¢islo 2.

Tabulka ¢. 2: Jednotlivé faze RT PCR s odpovidajici teplotou, dobou trvani a prob&hlymi cykly.

Faze Teplota [°C] Cas Cykly
Denaturace 95 5 min. 1
Denaturace 95 10 sec. 40

Hybridizace + Elongace 61 30 sec. 40

Vysledné produkty byly zanalyzovany pomoci pfistroje QIAxcel, pfi metodé byl pouZit
alignment marker o velikosti 15-1000 bp a velikostni marker o délce 25-500 bp.

5.7. Anotace ucebniho souboru pro neuronovou sit’

Snimky Zelvusek potizeny mikroskopem CV7000 byly anotovany v programu Anaconda
Prompt. Zelvusky, které vykazovaly natazené télo a konéetiny byly povaZovany za mrtvé
a jedinci s télem ovalného tvaru za zivé. Reprezentativni snimky s typickymi fenotypy
mrtvych a zivych zelvusek jsou uvedeny na obrazcich 6 a 7. Kazdy jedinec byl v programu
Anaconda Prompt oznacen rameckem a rozfazen do dané kategorie (zivi/mrtvi). Piiklad
takto oznaCeného snimku uvadi obrazek cislo 8. Kromé zivych a mrtvych jedinct
se na n¢kterych snimcich vyskytovaly také svleCky a wvajicka, které byly rozifazeny
do dalsich dvou kategorii. Takovych snimkd ale nebylo mnoho a neocekavali jsme,

ze by stacily k nauceni sité na rozpoznavani téchto objekta.
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Obrazek. ¢. 6: Snimek mrtvych zelvusek druhu Hyprisibus dujardini v 384 jamkové desce pofizeny

automatickym mikroskopem cell voyager CVV7000, zvétseni 4.

Obrazek ¢. 7: Snimek zivych zelvusek druhu Hypsibius dujardini v 384 jamkové desce pofizeny

automatickym mikroskopem cell voyager CVV7000, zvétseni 4.



Obrdzek ¢. 8: Snimek mrtvych Zelvusek druhu Hypsibius dujardini v 384 jamkové desce oznacenych

pomoci programu Anaconda Prompt, zvétSeni 4.

5.8. Vysledky

5.8.1. Hodnoceni rezistence k stresovym faktorim

Zelvusky druhu H. dujardini byly vystavovany nasledujicim stresovym faktortim: zvysena
teplota, peroxid vodiku, azid sodny. Po 72 hodinich pro azid sodny a 24 hodinach
pro zvySenou teplotu a peroxid vodiku byl spocitan pocet zivych a mrtvych jedinct
Vv 384jamkovych deskach pomoci snimkt z automatického mikroskopu CV7000. Snimky
pro zvysenou teplotu byly vyhodnoceny pomoci neuronové sité a vysledky jsou rozebrany

nize v kapitole 5.8.3. Neuronova sit’.

Experiment s peroxidem vodiku byl vyhodnocen ru¢né. Koncentrace latky, pii které
doslo k thynu 50 % jedinct (LD50) byla 6.67 uM, ve vsech vyssich koncentracich
pfevazovali mrtvi jedinci. Stejnym zpisobem byly vyhodnoceny snimky Zelvusek

ovlivitovanych azidem sodnym, LD50 byla 24.80 uM.

33



5.8.2. Optimalizace primerovych paru

Pro kazdy z 6 genu byly otestovany 2-4 primerové pary pomoci kvantitativni RT-PCR.
A nésledné bylo pomoci kapildrni gelové elektroforézy (QIAxcel) potvrzeno, zda doslo
k amplifikaci spravného produktu. Pfiklad znazornéni vysledku z QIAxcelu pro jeden
z primerovych part uvadi obrazek c¢islo 8. Vedouci prace provedl dodate¢nou RT-PCR
analyzu primerovych para s genomickou DNA, aby bylo mozné vyfadit primerové pary,
které¢ jsou komplementarni k jedinému intronu. Seznam vSech testovanych gent
a primerovych kombinaci je uveden v tabulce ¢islo 3. Pro kazdy zgent byl vybran
nejvhodnéjsi par, ktery byl dale pouzit pro RT-PCR analyzu vzorkti cDNA ZelvuSek
inkubovanych ve 4 °C, 17 °C a 30 °C. Vysledné kvantifikacni cykly pro dané teploty jsou
uvedeny v tabulkach ¢islo 4-8. Protoze byla v experimentu pouzita 4x mensi koncentrace
cDNA nez pfi ptivodnim testovani primerovych pard, ocekavali jsme vyss$i hodnoty

kvantifikacnich cykl.

Tabulka ¢ 3: Seznam testovanych gent o danych primerovych kombinacich, jejich odhadovanych

a vyslednych velikosti, primérny kvantifikacni cyklus (cq) a jeho smérodatna odchylka

(SMODCH).
G Kombinace Odhadovana Vysledna velikost Cq SMODCH gDNA
en e .
primeria  velikost [bp] [bp]
1-1 155 155; 228 21.96 0.99 Ano
2-2 181 - 38.76 1.39 -
XRCCS 1-2 135 133; 208 21.38 0.92 Ano
2-1 201 210 24.24 0.56 Ne
1-1 187 200 26.27 0.31 Ne
2-2 208 221 27.06 0.06 Ne
PCNA 1-2 189 216 26.84 0.25 Ne
2-1 206 202 26.65 0.10 Ne
1-1 90 95 26.32 0.28 Ne
PARP2 2-2 123 128 25.47 0.07 Ano
2-1 199 210 25.73 0.29 Ne
1-1 90 91 21.10 0.12 Ano
2-2 104 106 21.14 0.34 Ne
RPL-19 1-2 169 182 2293  0.26 Ano
2-1 25 - - - -
1-1 222 233 4.63 0.42 Ne
185 2-2 185 196 4.12 0.66 Ne
1-2 168 174 4.56 0.46 Ne
2-1 239 247 4.40 0.41 Ne
1-1 146 152 25.35 0.14 Ano
BRCAL 51 108 207 2581  0.14 Ano
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Z testovanych primerovych part se jako vhodny pro dalsi analyzu jevil pro gen XRCCS5 par
2-1. U genu PCNA byly vhodné v§echny pary kromé 1-2 a k experimentu byl pouzit par 1-1.
Pro gen PARP2 byly vhodné pary 1-1 a 2-1, piicemz k dalsi analyze byl vybran par 1-1. Gen
RPL-19 mél jediny piijatelny par 2-2. V ptipad¢ genu 18S byly vhodné vSechny pary a byl
pouzit par 1-1, naopak u BRCAI nebyl vhodny ani jeden, tudiz jsme tento gen z dalsi

analyzy vytadili.
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Obrazek ¢. 8: Priklad elektroforetogramu pro gen XRCC5 (1-1) z piistroje QIAxcel. Prvnim pikem
(15bp) je alignment marker. Druhym pikem (46 bp) je primerovy dimer, ktery vznika vzdy pii pouziti
barviva SYBR green v této metodé. Tretim pikem (155 bp) je hledany produkt a nasledujici pik
o0 velikosti 228 znazornuje falesnou amplifikaci. Poslednim pikem (1000 bp) je alignment marker.

Tabulka ¢. 4: Kvantifikaéni cykly a smérodatné odchylky pii danych teplotach pro gen XRCC5
(2-1) ve vzorku obsahujicim ¢cDNA zelvusek Hypsibius dujardini.

et o o Smérodatna
Teplota Kvantifikaéni cyklus Prumér odchylka
4°C 27.89; 27.72; 27.54, 27.68 27.70 0.13
17 °C 27.49; 27.13; 27.67; 27.00 27.32 0.27
30°C 26.33; 27.38; 26.96; 27.10 26.94 0.39

Pro gen XRCC5, par primert 2-1, byl primérny kvantifikaéni cyklus pro 4 °C 27.70
se smérodatnou odchylkou 0.13, pro 17 °C 27.32 se smeérodatnou odchylkou 0.27
a pro 30 °C 26.94 se smérodatnou odchylkou 0.39.
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Tabulka ¢. 5: Kvantifika¢ni cykly a smérodatné odchylky pti danych teplotach pro gen PCNA (1-1)
ve vzorku obsahujicim cDNA zelvusek Hypsibius dujardini.

Teplota Kvantifika¢ni cyklus Primér Smérodatna odchylka
4°C 30.59; 30.95; 30.55; 31.00 30.77 0.20
17 °C 29.71; 29.73; 29.21; 29.22 29.47 0.25
30°C 31.18; 31.91; 30.81; 30.94 31.21 0.43

Pro gen PCNA, par primeri 1-1, byl primérny kvantifikacni cyklus pro 4 °C 30.77
se smerodatnou odchylkou 0.20, pro 17 °C 29.47 se smérodatnou odchylkou 0.25
a pro 30 °C 31.21 se smérodatnou odchylkou 0.43.

Tabulka ¢. 6: Kvantifika¢ni cykly a smérodatné odchylky pii danych teplotach pro gen PARP2
(1-1) ve vzorku obsahujicim cDNA zelvusek Hypsibius dujardini.

Teplota Kvantifika¢ni cyklus Praimér Smérodatna odchylka
4°C 29.40; 29.67; 29.21; 29.21 29.37 0.19
17 °C 28.51; 28.28; 29.39; 28.30 28.62 0.46
30 °C 29.15; 29.59; 29.09; 28.76 29.15 0.30

Pro gen PARP2, par primert 1-1, byl praimérny kvantifika¢ni cyklus pro 4 °C 29.37
se smerodatnou odchylkou 0.19, pro 17 °C 28.62 se smérodatnou odchylkou 0.46
a pro 30 °C 29.15 se smérodatnou odchylkou 0.30.

Tabulka ¢. 7: Kvantifika¢ni cykly a smérodatné odchylky pfti danych teplotach pro gen RPL-19
(2-2) ve vzorku obsahujicim cDNA zelvusek Hypsibius dujardini.

Teplota Kvantifika¢ni cyklus Primér Smérodatna odchylka
4°C 2454, 24.82; 24.27; 24.43 2451 0.20
17 °C 24.34, 23.75; 23.71; 24.00 23.95 0.25
30°C 26.53; 26.83; 26.03; 26.05 26.36 0.33

Pro gen RPL-19, par primert 2-2, byl primérny kvantifikacni cyklus pro 4 °C 24.51
se smérodatnou odchylkou 0.20, pro 17 °C 23.95 se smérodatnou odchylkou 0.25
a pro 30 °C 26.36 se smérodatnou odchylkou 0.33.
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Tabulka ¢. 8: Kvantifika¢ni cykly a smérodatné odchylky pti danych teplotach pro gen 18S (1-1)
ve vzorku obsahujicim cDNA zelvusek Hypsibius dujardini.

Teplota Kvantifika¢ni cyklus Primér Smérodatna odchylka
4°C 8.86; 9.16; 8.72; 9.02 8.94 0.17
17 °C 9.76; 9.77; 9.19; 9.10 9.45 0.31
30°C 10.98; 11.66; 10.54; 10.52 10.92 0.46

Pro gen 18S, par primerG 1-1, byl primérny kvantifikacni cyklus pro 4 °C 8.94
se smérodatnou odchylkou 0.17, pro 17 °C 9.45 se smérodatnou odchylkou 0.3 a pro 30 °C
10.92 se smérodatnou odchylkou 0.46.

5.8.3. Neuronova sit’

Piiprava neuronové sité z anotovanych snimku byla provedena Mgr. Jifim Vollerem, Ph.D.
Pouzity typ neuronové sit¢ je YOLOVS large implementovana pii zdkladnich parametrech
Vv aplikaénim ramci PyTorch s uzitou Siftkou obrazkit 640 pixeld. Pocitano na grafickém

procesoru s ptistupem Tesla P100-PCIE ptes Google Colab.

Pro predikci vysledkli experimentu s teplotnim stresem byla pouzita sit’ u¢ena 311
epoch s ptesnosti a spolehlivosti na valida¢ni sadé nad 95 %. Na obrazku ¢islo 9 jde vidét,
ze sit’ je schopna rozliSovat dvé tfidy ZelvuSek — zivé a mrtvé. Sit’ nezvladala rozpoznavat
svleCky a vajicka, coZ bylo zplisobeno nedostatkem anotovanych piikladi v ucicim setu.
Pii teplotnim experimentu byla kazd4 zteplot méfena pouze v duplikdtu a experiment
slouzil predevsim k ovéfeni funkénosti neuronové sité. Pro kazdy ze snimk byly pofizeny
3 Z-stacky, kdy byly kombinovany 3 snimky pofizené v riznych ohniskovych
vzdalenostech. Neuronova sit' zaznamenala mirné rozdily mezi jednotlivymi Z-stacky
a v nékterych zaostfenich nezvladla identifikovat ZelvuSky. Rozdily mezi jednotlivymi
Z stacky mizeme vidét na grafech Cislo 1-4. Grafy byly zpracovany v programu GraphPad
Prism 9.4.1
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Obrazek ¢. 9: Snimek pofizeny automatickym mikroskopem Cell Voyager CV7000
vyhodnoceny zhotovenou neuronovou siti. Mrtvé Zelvusky znacené Cervenym rameckem
a pismenem D, Zivé Zelvusky znacené riZzovym rameckem a pismenem A. Cisla znaci miru

davéry odhadu objektu neuronové sité. Zvétseni 4x.

Tabulka ¢. 9: Hodnoty LT50 vypoctené nelinearni regresi z vysledkti odhadnutych
neuronovou siti po expozici H. dujardini teplotnimu stresu.

Doba expozice [min.] LT50 [°C]
30 38.64
60 37.93
90 37.75
120 37.09

Teplota, pii které doslo k thynu 50 % jedinct ve vzorku (LT50) pro zvysSenou teplotu
pasobici 30 minut cinila 38.64 °C, pro zvysenou teplotu pusobici 60 minut 37.93 °C,
pro zvysSenou teplotu ptsobici 90 minut 37.75 °C a pro zvySenou teplotu ptisobici 120 minut
37.09 °C.
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Graf ¢. 1: Podil prezivsich zelvusek po vystaveni teplotnimu stresu po dobu 30 minut.
Vyhodnoceno neuronovou siti z duplikatniho vzorku s 3 Z-stacky. Prolozeno regresivni

kiivkou (Cervena).
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Graf ¢. 2: Podil prezivSich zelvuSek po vystaveni teplotnimu stresu po dobu 60 minut.
Vyhodnoceno neuronovou siti z duplikatniho vzorku s 3 Z-stacky. ProloZeno regresivni

kfivkou (Cervend).
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Graf ¢. 3: Podil prezivsich zelvuSek po vystaveni teplotnimu stresu po dobu 90 minut.
Vyhodnoceno neuronovou siti z duplikdtniho vzorku s 3 Z-stacky. ProloZeno regresivni

kiivkou (Cervena).

90 minutové vystaveni stresu
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Graf ¢. 4: Podil ptezivsich zelvuSek po vystaveni teplotnimu stresu po dobu 120 minut.
Vyhodnoceno neuronovou siti z duplikdtniho vzorku s 3 Z-stacky. ProloZeno regresivni

kfivkou (Cervend).

120 minutové vystaveni stresu
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5.9. Diskuze

Pro gen XRCCS5 byl jedinym vhodnym primerovym parem par 2-1, u kterého nedochazelo
k amplifikaci gDNA. U pari 1-1 a 1-2 doslo krom¢ amplifikace gDNA také ke vzniku
nespecifického produktu, a pary byly vyhodnoceny jako nevhodné. U genu PCNA
nedochazelo k amplifikaci gDNA v zadném z testovanych part, nicméné v kombinaci 1-2
byl ptili§ velky rozdil mezi o¢ekavanou a skute¢nou velikosti produktu, coz naznacuje,
ze dochazelo k amplifikaci jiného produktu. Par byl tedy vyhodnocen jako nepouzitelny
a k nasledné analyze byla vybrana kombinace 1-1, u které dochazelo k nejrychlejsi
amplifikaci. U genu PARP2 doslo k amplifikaci gDNA pouze v ptipad¢ paru 2-2, ostatni
pary byly pfijatelné. U genu RPL-19 byl jedinym parem, kde nedochazelo k amplifikaci
gDNA 2-2. Pro gen 18S byly vhodné vSechny z testovanych part a pro gen BRCA1 nebyl
k dalsi analyze vybran zadny par, protoze u vSech dochazelo k amplifikaci gDNA a analyza
by vyzadovala dodate¢né precisténi izolované RNA. Vzhledem k malému mnozstvi RNA,
které je ziskano pfi izolacich z zelvuSek a dlouhou dobu, ktera je potieba pro kultivaci

populace, je vhodné se vyhybat kroklim, které mohou vést ke ztraté¢ RNA.

U genl 18S a RPL-19 dochazelo k pozdéjsi amplifikaci v pripadé kultivacni teploty 30 °C,
zatimco mezi teplotami 4 °C a 17 °C nebyly pozorovany velké rozdily. Oba tyto geny patfi mezi tzv.
housekeeping geny, které jsou nezbytné ke spravnému fungovani organismu (napf. mitochondrialni
geny, geny pro ATPazy nebo geny histon(). Snizena aktivita téchto genl pri zvySené teploté muze
byt pfisuzovana zméné metabolismu a pfipravé na kviescenci, podobny proces byl popsan u
Zelvusky Ramazzottius varieornatus (Neves et al., 2022). V ptipadé XRCC5, PARP2 a PCNA lze u
nékterych kultivacnich teplot pozorovat drivéjsi amplifikace, coz by mohlo znamenat zmény
v expresi téchto gen(. Protoze se vSechny tyto geny podili na opravnych mechanismech, jejich
exprese by mohla znamenat poskozeni DNA pfi danych teplotach. Nicméné tyto rozdily
v kvantifikacnich cyklech nejsou dostatecné velké a vysledky by mély byt ovéreny, coz v nasem

pfipadé nebylo mozné z divodu nedostatku biologického materidlu.

Vysledky testovani rezistence ke zvysSené teploté¢ nedopadly podle ocekavani.
Obdobny experiment byl provadén Mgr. Janou LusSnakovou, kterd ve své praci
(Lusnakova, 2020) uvadi vSechny hodnoty ptesahujici 38 °C, coZ v nasem priipad¢ nastalo
pouze u vzorku sexpozici 30 minut. Niz§i hodnoty v nasem experimentu mohly byt
zpisobeny malym poctem opakovani experimentu, nebo pouzitim kultury, kterd kvali

nedostatku fas projevovala znamky hladovéni. Zelvusky mohly byt tedy citlivéjsi vaci
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stresovym faktoriim, coz se potvrdilo i v experimentu s oxidativnim stresem, kdy LD50
pro peroxid vodiku ¢inila 6.67 uM, zatimco prace Mgr. Lusnakové uvadi 1.583 mM.
Kultury vykazovaly vétsi odolnost vici azidu sodnému, kdy po 72hodinové expozici €inila
LD50 24.80 uM.

Anotované snimky zelvusek pfispély k vytvofeni neuronové sité, kterd se naucila
rozpoznavat a oznacovat zivé a mrtvé zelvusky s presnosti nad 95 % a byla déle pouzita
k vyhodnoceni experimentu rezistence zelvuSek vici vysoké teploté. Sit' nedokazala
rozpoznavat svlecky a vajicka, coz bylo zpiisobeno malym poctem ucicich souborii
obsahujici snimky s témito objekty. Pro finalni anotaci byla uzita sit’ z epochy 311, jejiz
parametry jsou popsany v tabulce ¢islo 10. Vyvoj neuronové sité¢ je poté vizualizovan

V obrazcich ¢islo 10 a 11.

Tabulka ¢. 10: Parametry uzité neuronové sité; Pfesnost udava, jak dobie dokéaze sit’ detekovat pouze
relevantni objekty. Spolehlivost vypovida, s jakou pravdépodobnosti neuronova sit’ detekuje vSechny
relevantni objekty na snimku. mMAP@.5 a mAP@.5:.95 jsou hodnoty primérné piresnosti udavajici
celkovou kvalitu sit€. Lze je definovat jako plochu pod kiivkou funkce ptesnosti a spolehlivosti
s uréenym prahem detekce objekti. Pro mMAP@.5 je prah detekce 50 % (znacka umisténa neuronovou
siti pokryva alespoit 50 % relevantniho objektu). MAP@.5:.95 je potom primérem primérnych
pfesnosti s prahem detekce 50 az 95 % (po intervalech 5%).

Pocet Polet
Trida ;o znatek  Presnost Spolehlivost mMAP@.5 mMAP@.5:.95
snimku . o
(objekti)
Celkem 130 3545 0.944 0.928 0.97 0.739
Mrtve 130 1213 0.954 0.941 0.979 0.757
Zelvusky
Zivé zelvusky 130 2332 0.935 0.916 0.961 0.72
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Obrazek ¢. 11: Parametry uceni neuronové sité po 400 epoch, precision, recall, mAP metriky.



5.10. Zavér
V ramci teoretické Casti této prace byla zpracovana literarni reSerSe, jejiz soucasti byla
charakteristika zelvuSek a jejich schopnosti rezistence vici stresovym faktoriim. ReSerSe

dale obsahovala popis neuronovych siti a jejich vyuziti.

V experimentalni c¢asti byly zelvusky druhu Hypsibius dujardini vystavovany
zvysené teploté, oxidativnimu stresu a azidu sodnému. Pomoci anotovanych snimkt zivych
a mrtvych zelvusek byla vytvofena neuronova sit’, ktera dokazala s presnosti nad 95 %
rozpoznat zivé a mrtvé zelvusky a byla nasledné pouzita k vyhodnoceni experimentu
se zvySenou teplotou. Hodnoty LT50 se pohybovaly v rozmezi 37.09 °C — 38.64 °C
v zavislosti na dobé expozice. Pfi experimentu testujicim rezistenci zelvusek vuci
oxidativnimu stresu byl jako zdroj ROS pouzit peroxid vodiku. Béhem tohoto pokusu byly
pouzity nevhodné kultury, které byly pravdépodobné v disledku hladovéni pfili§ citlivé
na stresové faktory a experiment nebyl vyhodnocen pomoci neuronové sité. Hodnoty LD50
pro tento experiment Cinily 6.67 M. Poslednim testovanym stresorem byl azid sodny, ktery
byl stejné jako oxidativni stres vyhodnocen ru¢né€ z potizenych snimkd. Hodnoty LD50

pro azid sodny €inily 24.80 pM.

Déle byly v experimentalni ¢asti optimalizovany primery pro geny XRCCS5, PCNA,
PARP2, RPLS-19, 18S a BRCAL. Svyjimkou BRCA1 byly nalezeny vhodné pary
pro vSechny zpouZzitych genl. Zoptimalizované primery byly nasledné pouzity
ke zhodnoceni exprese gent populace Zelvusek, které byly inkubovany pii 4 °C, 17 °C
a30°C. U gent 18S a RPL-19, které patii mezi housekeeping geny, byla pozorovana
snizena aktivita pfi teplot¢ 30 °C, coZ miiZze znacit zménu metabolismu a piipravu
na kviescenci. U genit XRCCS5, PARP2 a PCNA byly v nekterych piipadech pozorovany

mozné zmény exprese pii riznych teplotach, ale vysledky nebyly dostate¢né jednoznacné.
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7. Piilohy

Tabulka ¢. 11: Seznam a struktura pouzitych primeru.

Kombinace . .
Gen primeri Primer F Primer R
1-1 GCGACTGATCTCGGTGATGCGTGA | AGTGTGATTTTGCGTTCAACCAGCTT
2.2 GGCGAAGGACTTGATTTACAGCTTTG | CAGCTTGCTCCAAACGATGTCCAG
XRCC5
1-2 GCGACTGATCTCGGTGATGCGTGA CAGCTTGCTCCAAACGATGTCCAG
2.1 GGCGAAGGACTTGATTTACAGCTTTG | AGTGTGATTTTGCGTTCAACCAGCTT
1-1 CAGATTCGACTAAGCGAACGGAGCA | GAATCGGATATTCCAGGCACAGGGG
22 CGGTGACATCGGGAAAGGTCAGATT | GGGAATCGGATATTCCAGGCACAGG
PCNA
1-2 CAGATTCGACTAAGCGAACGGAGCA | GGGAATCGGATATTCCAGGCACAGG
2.1 CGGTGACATCGGGAAAGGTCAGATT | GAATCGGATATTCCAGGCACAGGGG
1-1 GACTCAGACAAGCCTGAAGAACCGAA | TGGTTCAGGAGCTTCTTCAACAAGGG
PARP? 22 CCGTCCGAAACGAGCTCTGAAAAAT GGCTTGTCTGAGTCGGCGTTCTTC
21 CCGTCCGAAACGAGCTCTGAAAAAT | TGGTTCAGGAGCTTCTTCAACAAGGG
1-1 TAACGTTTTCCGAAACAAGCGCGTC | GCTTGGTCTGAAAGTTGCTTGGAGC
22 GCTCCAAGCAACTTTCAGACCAAGC | CACCAACGCTTTCTGCTTCTTCACC
RPL-19
1-2 TAACGTTTTCCGAAACAAGCGCGTC | CACCAACGCTTTCTGCTTCTTCACC
21 GCTCCAAGCAACTTTCAGACCAAGC | GCTTGGTCTGAAAGTTGCTTGGAGC
1-1 GTTATTTGCCCAAGACCAATCCGGC | CCTTCCTTGGATGTGGTAGCCGTTT
22 CTCGTGGAGCGGACGCAGTTATTTG | GACACTCCGTTACCCGTAAAAGCCT
18S
1-2 GTTATTTGCCCAAGACCAATCCGGC | GACACTCCGTTACCCGTAAAAGCCT
2.1 CTCGTGGAGCGGACGCAGTTATTTG | CCTTCCTTGGATGTGGTAGCCGTTT
1-1 CTCGTCGATCGTGTCGGAGAAGTTG TGTCTGCCTTCGCTTCTTCATCACC
BRCA1l
2-1 GCTTGTCGCGAGCTTCATTTACCAA TGTCTGCCTTCGCTTCTTCATCACC
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